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RESUMEN

Las HBD-2 son péptidos antimicrobianos que se expresan en la superficie del epitelio de la
mucosa gastrica en presencia de infeccion o inflamaciéon. H. pylori como causa de dolor
abdominal recurrente esta presente en mas del 50% de los nifios mexicanos menores de 10
afios, colonizando el epitelio gastrico y causando diferentes grados de inflamacién a nivel de
cuerpo y antro gastrico predisponiendo a desarrollar gastritis, Ulcera péptica, cancer gastrico y
linfoma en la edad adulta.

Por lo que es necesario conocer el potencial que tiene la HBD-2 en la edad pediatrica ante la
presencia de H. pylori y asi incrementar el conocimiento sobre la participacion de las mismas
como parte del sistema inmune primario.

Objetivo:

Determinar la correlacion de la expresion de la HBD-2 con el grado de inflamacion segun la
clasificacion de Sydney en biopsias de la mucosa gastrica de pacientes pediatricos con dolor
abdominal recurrente infectados versus no infectados con H. pylori.

Material y Métodos:

Se incluyeron un total de 50 biopsias gastricas obtenidas de pacientes pediatricos de 3 a 17 afios
de edad con el diagndstico de dolor abdominal recurrente, en el servicio de gastroenterologia del
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional siglo XXI del IMSS. La evaluacién de las
diferencias en la expresion de HBD-2 en nifios infectados y no infectados se realizo con la
prueba de Mann-Whitney, el Infiltrado de PMN, MN, grado de colonizacién y expresién de HBD-2
se realizo con el teste de Kruskal-Wallis. La prueba de Spearman se utilizd para evaluar la
correlacion entre la intensidad de la inflamacion y expresion de H. pylori con el grado de
expresion de la HBD-2.

Resultados:

La expresién de la HBD-2 fue significativamente mas alta en las biopsias de los pacientes
infectados en comparacién con los no infectados (p<0.001) ademas la expresion de la HBD-2 se
relaciond significativamente con el grado de colonizacién (p<0.001) e inflamacién activa
(p<0.001) y crénica (p<0.001).

Conclusiones:

Asi como en los adultos, la expresién de la HPD-2 se encuentra altamente asociada a la
colonizacion por H. pylori en relacion con una moderada o severo grado de inflamacién en la
mucosa gastrica. Por lo tanto la expresion de la HBD-2 puede participar en la respuesta inmune
inmediata en la infeccion de H. pylori en los nifios.
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1.

Introduccion. El Helicobacter pylori infecta la mucosa gastrica en mas del 50% de la
poblacion mundial, en México mas del 85% de los adultos y el 50% de los nifios
mexicanos menores de 10 afios de edad estan colonizados (1)

En los nifios la presencia de H. pylori como causa de dolor abdominal recurrente (DAR)
es controversial, sin embargo Ozen H 'y colaboradores en 2001 reportaron que un 60.3%
de los nifios con DAR fueron positivos a H. pylori. Ademas de que el mismo ha sido
identificado como la principal causa de gastritis cronica y ulcera péptica en adultos, la
infeccion persistente predispone a desarrollar gastritis atréfica incrementando el riesgo
de padecer cancer gastrico. (2,3,4)

Recientemente los péptidos enddgenos de la mucosa gastrica han sido identificados
como la clave elemental en la respuesta inmune innata del huésped contra una
infeccion.  Las defensinas constituyen uno de los péptidos antimicrobianos mas
sobresalientes, estas son conocidas como alfa defensinas( a- defensinas) humanas y
las beta defensinas ( B - defensinas) humanas. Se conocen cinco tipos de alfa
defensinas, Cuya nomenclatura llevan el nombre abreviado en iniciales seguido de su
numero arabigo correspondiente. De las cuales las primeras tres (HNP-1, HNP-2 HNP-3)
se expresan en los granulocitos de bazo, timo y pulmén; la alfa defensina 4 (HNP-4) se
expresa en los granulocitos de cualquier sitio del organismo, mientras que la alfa
defensina 5 (HNP-5) en las células de paneth del intestino y en el tracto genital. En el
humano se han documentados 6 tipos de beta defensinas (HBD-1 a 6). Encontrando
expresion de HBD- 1 en los epitelios urogenital y respiratorio. La HBD-2 que inicialmente
se aislo de las lesiones de piel en pacientes con psoriasis y que recientemente se ha
visto expresada en tracto respiratorio y gastrointestinal y son facilmente inducibles. La

HPBD-3 se ha encontrado en la piel de pacientes con psoriasis, tejido cardiaco, hepatico



y musculo esquelético. La HBD-4 es regulada por la presencia de bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas en el epitelio respiratorio. Recientemente fueron
descubiertas la HBD-5 y la HBD-6 que se expresan especificamente en el epididimo.

(5,6,7,8)

De estas las HBD-2 juegan un papel importante como mecanismo de defensa primaria
en la mucosa gastrica en contra de bacterias Gram negativas como lo es H. pylori. (9)
La HBD-2 se encuentra en el epitelio de las superficies internas y externas del cuerpo
humano, tales como la piel, pulmon, traquea y el tracto gastro intestinal. Estas necesitan
de un estimulo para ser inducidas como alguna bacteria, factor de necrosis tumoral o
inducidas por citocinas pro-inflamatorias como la Interleucina 1-a que después de ser
activada ejercen un efecto inhibitorio en contra el crecimiento de las bacterias, sin
conocer aun la cantidad de péptidos necesarias para este fin (10).

La HBD-2 es un producto del hospedero que tiene actividad microbicida y puede
controlar importantes funciones ya que su expresion genética esta bien regulada. La
expresion de HBD-2 es inducida por estimulos infecciosos como Candida albicans,
bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas, asi como por estimulos
inflamatorios (interleucina 1, factor de necrosis tumoral a, LPS y otros glicolipidos). (11)
La HBD-2 tiene caracteristicas que le confieren un efecto microbicida que radica en su
atraccion electroestatica entre el péptido cationico y la membrana anidnica del
microorganismo, provocando la formacién de poros en la membrana del microorganismo
interrumpiendo el metabolismo bacteriano e interferencia en su biosintesis.

La actividad microbicida de la HBD-2 depende de la permeabilizacién de la bicapa
lipidica. Ademas se ha observado que la resistencia bacteriana a los péptidos

antimicrobianos es un fendmeno bastante raro.



El efecto imunomodulador de la HBD-2 es amplio, Segun Bevins, y colaboradores, a
nivel intestinal las defensinas protegen a las células de paneth de invasion microbiana y
parasitaria, influyen en la flora normal del intestino y son quimiotacticas (12)

O’Neil y colaboradores han demostrado la asociacion que tiene la expresion de la HBD-2
con el factor quimiotactico especifico (CCR6) facilitando la accion de “puente” que
tienen estos péptidos entre la fase innata y la fase adaptativa de la respuesta inmune de
la mucosa intestinal. La expresion de las HBD-2 es estrictamente regulada por los
complejos intestinales epiteliales Toll/IL-1, interleucina-1, enterobacterias pero no por
endotoxinas (13)

Hamanak y colaboradores, encontraron en seis pacientes con H. pylori altos niveles de
mRNA de HBD-2 en la mucosa gastrica, mientras que el mRNA de las mismas no
fueron detectadas cuando la biopsia era negativa a H. pylori, la imnunohistoquimica
reveld la expresion de la HBD-2 en la mucosa infectada por H. pylori y después de
erradicar a la bacteria la expresion de HBD-2 disminuyé dramaticamente. In vitro
demostraron que la HBD-2 inhibi6 la proliferaciéon de H. pylori en todas las muestras
(14).

Nishi y colaboradores, Refieren haber encontrado altas concentraciones de HBD-2 en el
jugo gastrico de pacientes con gastritis crénica y ulcera gastrica relacionados con la
presencia de H. pylori en comparacion con grupos de control no infectados con H. pylori
(15). Elliot y colaboradores, en un estudio con 10 pacientes infectados con H. pylori
encontraron en las biopsias una alta expresion de HBD-2 mediante la técnica de PCR e
inmunohistoquimica mientras que en el grupo control de 12 sujetos no infectados las
HPBD-2 fueron indetectables (16).

Se ha evidenciado en la mucosa nasal que las HBD-2 pueden inducir la activacion de

Inmunoglobulina del isotipo IgG a través de CD4. Thy yThy al promover la interaccion de



células B y T, establecen una relacion entre el sistema inmune innato y el adquirido.
Ademas se ha observado la presencia de HBD-2 inducida por H. pylori en pacientes con
cancer gastrico en lineas celulares MKN 45 y AGS.

Kawauchi y colaboradores, de manera similar también demostraron mediante
inmunohistoquimica y transcripcion reversa de la polimerasa la expresion de la HBD-3 en
pacientes con inflamacién y con cancer de la mucosa gastrica. Concluyendo que la
expresion de la HBD-3 fue significativamente mas alta en muestras con H. pylori positivo
que en los que tenian H. pylori negativo. Ademas de que inhibié completamente su
crecimiento (17,18)

Estudios similares por inmunohistoquimica han demostrando la induccion de las f-
defensinas en Vitro y su relacion con el grado de inflamacién de la mucosa gastrica
(19,20); como lo realizado por Bekem y colaboradores quienes reportan una expresion
de alfa defensinas significativamente alta en pacientes infectados con H. pylori en
comparacion con pacientes sin infeccion por la bacteria. (100% vs 12% respectivamente;
P < 0.001). Expresion significativamente asociada con altos grados de inflamacién

crénica y densidad neutrofilica segun la clasificacion de Sydney. (21,22,23,24,25)

Todos los estudios hasta la actualidad estan enfocados a pacientes adultos con
enfermedades originadas por H. pylori  demostrando la funcion inhibidora e
inmunomoduladora de la HBD-2 sobre la bacteria.

Mufioz y colaboradores, en su estudio realizado con nifios mexicanos afirman que estos
responden ante la infeccion de H. pylori  con una leve respuesta inflamatoria, un
incremento balanceado entre linfocito T y B y una alta actividad de regeneracion celular
(26) Considerando es necesario conocer el potencial que tienen la | HBD-2 sobre la

bacteria en los nifios



2. Planteamiento del Problema.

El H. pylori es una bacteria Gram negativa que infecta a mas de la mitad de la poblacién adulta
en el mundo. La infeccién se inicia en la infancia, en ese tiempo puede ser asintomatica o
provocar dolor abdominal recurrente, para después de varios afios ser la causa principal de
gastritis cronica, ulcera péptica e incrementar el riesgo de desarrollar cancer gastrico.
Recientemente se han descubierto ciertas propiedades en la mucosa gastrica que funcionan
como defensa en contra de bacterias Gram negativas como H. pylori estos son los péptidos
enddgenos llamadas defensinas.

Aunque segun Bevis y colaboradores, una buena respuesta inmunomoduladora esta relacionada
con la maduracion del sistema inmune. Actualmente no se ha evidenciado la expresion de la
HBD-2 en pacientes pediatricos y mucho menos ante la presencia de H. pylori en la mucosa
gastrica. Por lo que es necesario conocer el potencial que tienen la HBD-2 en la edad pediatrica
ante la presencia de H. pylori y asi crear las bases de métodos terapéuticos a ese nivel y evitar

que se desarrollen las patologias asociadas en la edad adulta.



3. Pregunta de Investigacion.
¢ Existe Correlacion de la Expresion de la HBD-2 con el grado de inflamacion segun la
clasificacion de Sydney en biopsias de la mucosa gastrica de pacientes pediatricos con dolor

abdominal recurrente infectados con H. pylori.?

4, Hipotesis

4.1 La mayor expresion de HBD-2 en las biopsias de mucosa gastrica de pacientes pediatricos
se relaciona con mayor grado de inflamacién segun la clasificaciéon de Sydney.

4.2 La mayor expresion de HBD-2 en las biopsias de mucosa gastrica de pacientes pediatricos
se relaciona con mayor grado de densidad de colonizacién de H. pylori  segun la clasificacién de

Sydney.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General.

Determinar la correlacion de la expresion de la HBD-2 con el grado de inflamacién segun la
clasificacién de Sydney en biopsias de la mucosa gastrica de pacientes pediatricos con dolor
abdominal recurrente infectados con  Helicobacter pylori.

5.2 Objetivos especificos:

5.2.1 Determinar la expresion de la HBD-2 en la muestra de la biopsia gastrica de pacientes

pediatricos infectados con H. pylori
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5.2.2 Determinar la expresion de la HBD-2 en la muestra de la biopsia gastrica de pacientes
pediatricos no infectados con H. pylori

5.2.3 Determinar la relacion de la expresion de la HBD-2 con el grado de inflamacion segun la
clasificacion de Sydney en la muestra de la biopsia gastrica de pacientes pediatricos infectados y

no infectados con H. pylori.

6. Justificacion.

Todos los estudios hasta la actualidad estan enfocados a pacientes adultos con enfermedades
originadas por H. pylori demostrando la funcion inhibitoria € inmunomoduladora de la HBD-2
sobre la bacteria.

Actualmente no se conoce la existencia de la expresion de la HBD-2 en pacientes pediatricos y
mucho menos ante la presencia de H. pylori el cual no originaria sintomas graves si no hasta la
edad adulta. Por lo que es necesario conocer el potencial que tiene la HBD-2 en la edad
pediatrica ante la presencia de H. pylori y asi incrementar el conocimiento sobre la participacion

de las mismas como parte del sistema inmune primario
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7. Material y métodos

7.1 Lugar
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del
Seguro Social.

7.2 Disefio
Observacional, Transversal, Analitico, Ambispectivo, Comparativo.

7.3 Universo de estudio
Pacientes pediatricos con biopsias gastricas con diagnostico de dolor abdominal
recurrente realizadas entre los afios 1995 a 2007 por endoscopia por el servicio de
gastroenterologia del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional siglo XXI del
IMSS

7.4 Criterios de Inclusion
a) Pacientes de edades de 3 a 17 afios
b) Pacientes con dolor abdominal recurrente definido como la presencia de un

minimo de tres 0 méas episodios de dolor abdominal lo suficientemente intensos para
interferir con la actividad diaria, en un periodo mayor de tres meses y en el que se han
descartado causas organicas que los expliquen.
c) Pacientes en quien previamente se haya documentado la presencia de H. pylori en la
inmunohistoquimica por patélogo experimentado en reporte del expediente.
d) Pacientes en quien previamente se haya documentado la ausencia de H. pylori en la

inmunohistoquimica por patélogo experimentado en reporte del expediente.



e) Pacientes quien previamente se haya documentado en expediente la realizacién de
cultivo de biopsia, prueba de aliento y serologia para H. pylori con resultados positivos.
f) Pacientes quien previamente se haya documentado en expediente la realizacion de

cultivo de biopsia, prueba de aliento y serologia para H. pylori con resultados negativos.

7.5 Criterios de exclusion
a) Pacientes con dolor abdominal recurrente con causas organicas.
b) Pacientes que recibieron tratamiento para H. pylori alguna vez en su vida.
c) Pacientes quien previamente no se encuentro documentado en su expediente

la realizacién de cultivo de biopsia, prueba de aliento y serologia para H. pylori.

7.6 Criterios de eliminacién
a) Biopsias de pacientes en las que no se visualizaba el material morfometrico.
b) Biopsias con tejido con problemas de conservacion para el estudio de

inmunohistoquimica (falsos negativos).

7.7 Tamafio de la Muestra
El tamafio de la muestra se calcul6 considerando que la prevalencia de infeccidn por H.
pylori en nifios con DAR es de 25% y tomando un nivel de confiabilidad del 95%, el

tamarfio de la muestra fue de 18 pacientes infectados y de 18 pacientes no infectados.
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8. Variables

Tipo de Variable Definicién Conceptual | Definiciéon Operacional | Escalade | Unidades de Medicion
Medicion
Dependiente
Péptidos cationicos con | Péptidos cationicos Cuantitativ | 10D(Integrated optical
Cantidad de Beta seis residuos de cisteina | observados al a density)
Defensinas (HBD-2) | conectados entre si por | microscopio por tincion.
tres puentes de disulfuro | La tincién en color café
los cuales forman parte | en la superficie del
de la inmunidad innata epitelio gastrico se
presentes en piel, tracto | considerarara una tincién
respiratorio e intestinal positiva, la densidad se
de los mamiferos. cuantificara en unidad
CITA:(4) IOD.El cual es dado por
un analizador de
imagenes de densidad
optica. (Paket KS 300
Rel. 3.0, Karl Zeiss)
Independiente
Bacteria Gram negativa | Presencia de Bacteria Cualitativa | Grados del 0 al 3
de lento crecimiento, de | Gram negativa en la Ordinal
Helicobacter pylori | forma espiral y flagelada, | tincion por Politomica | Expresion (Sydney) 0:
habita en ambiente inmunohistoquimica de la nada, 1: leve,

microaerofilico, su
principal producto
enzimatico es la ureasa
que le permite
permanecer en la
mucosa gastrica

CITA: (14)

muestra de epitelio
gastrointestinal
observada de aspecto
curvada con seis flagelos
unipolares cubiertos por
una membrana y
terminacion bulbar. Su
presencia se graduara
segun lo establecido en
la clasificacion de
Sydney en 0:nada, 1:
leve, 2: moderado, 3:
intenso.

2:moderado 3: intenso.
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Grados
morfoldgicos en las
muestras de la
mucosa gastrica

Apariencia
histopatoldgica de la
muestra de mucosa
gastrica observada
mediante microscopio.
Determinandose grados
morfolégicos de diferente
magnitud segun las
caracteristicas
establecidas en la
clasificacion de Sydney.

Apariencia
histopatolégica de la
muestra de mucosa
gastrica observada
mediante microscopio.

Determinandose los dos
primeros grados
morfologicos segun lo
establece la clasificacion
de Sydney.

1) Actividad Neutrofilica
2) Actividad de
Mononucleares (crénica)

Cualitativa
Ordinal
Politémica

Grados del 0 al 3

8.1 Descripcion de las Variables

8.1.1DEPENDIENTES

Variable: Beta defensina tipo 2 ( HBD-2)

Definiciéon Conceptual: Péptidos catidnicos con seis residuos de cisteina conectados entre si

por tres puentes de disulfuro los cuales forman parte de la inmunidad innata presentes en piel,

tracto respiratorio e intestinal de los mamiferos.

Definicion Operacional: Péptidos cationicos observados al microscopio por tincién. La tincion

en color café en la superficie del epitelio gastrico se considerd una tincidn positiva, la densidad

se asignod en unidades 10D (Integrated Optical Density ). El cual fue dado por un analizador de

imagenes de densidad dptica. (Paket KS 300 Rel. 3.0, Karl Zeiss)

Escala de Medicion: Cuantitativa.
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Unidades de Medicion: La tincion en color café en la superficie del epitelio gastrico se

considerara una tincién positiva y se cuantifico en unidades 10D.

8.2.1 INDEPENDIENTES

Variable: Helicobacter Pylori

Definicion Conceptual: Bacteria Gram negativa de lento crecimiento, de forma espiral y
flagelada, habita en ambiente microaerofilico, su principal producto enzimatico es la ureasa que
le permite permanecer en la mucosa gastrica.

a)Definicion Operacional: Presencia de Bacteria Gram negativa en la tincion por
inmunohistoquimica de la muestra de epitelio gastrointestinal observada de aspecto curvada con
seis flagelos unipolares cubiertos por una membrana y terminacion bulbar.

Escala de Medicion: Cualitativa,Ordinal, politomica

Unidades de Medicion: Grados del 0 al 3. Su presencia o expresion se gradud segun lo

establecido en la clasificacion de Sydney en 0:nada, 1: leve, 2: moderado, 3: intenso

Variable: Grados morfologicos en las muestras de la mucosa gastrica

Definiciéon Conceptual: Apariencia histopatoldgica de la muestra de mucosa gastrica observada
mediante microscopio. Determinandose grados morfoldgicos de diferente magnitud segun las
caracteristicas establecidas en la clasificacion de Sydney.

1) Actividad Neutrofilica: Neutréfilos que fueron vistos en la lamina propia, En la superficie del
epitelio en donde lo pueden erosionar o formar abscesos o dentro del epitelio particularmente en
el cuello de las glandulas.

Escala de Medicion: Cualitatitva, Ordinal , politomica

Unidades de Medicion: Grados del 0 al 3. Su presencia se gradud segun lo establecido en la

clasificacion de Sydney en 0:nada, 1: leve, 2: moderado, 3: intenso.
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2) Actividad de Mononucleares: Presencia de células mononucleares dispersadas en la lamina
propia, pueden estar presentes algunos leucocitos mononucleares. Considerandose grado 0 la
presencia de 2 a 5 células por campo.

Escala de Medicion: Cualitativa, Ordinal , politomica

Unidades de Medicion: Grados del 0 al 3. Su presencia se gradué segun lo establecido en la

clasificacion de Sydney en 0:nada, 1: leve, 2: moderado, 3: intenso.
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9. Descripcion General del Estudio

El universo de estudio fue de 90 pacientes con diagnéstico de Dolor abdominal recurrente a
quienes se les habia realizado una biopsia gastrica y contaban con reporte histopatoldgico por el
servicio de patologia ademéas de reportes de cultivo, prueba de aliento y serologia en su
expediente.

En 30 pacientes se identifico reporte previo de patologia, cultivo, prueba de aliento y serologia
positiva para H. pylori.

En 60 pacientes se identifico reporte previo de citologia, cultivo, prueba de aliento y serologia

negativo para H. pylori.

Se calculo el tamario de la muestra considerando que la prevalencia de infeccidn por H. pylori es
del 25% y tomando un nivel de confiabilidad del 95%, el tamafio de la muestra fue de 18
pacientes infectados y 18 pacientes no infectados por dicha bacteria.

Se consider6 paciente infectado aquel con reporte previo de patologia, cultivo, prueba de aliento
y serologia positivos para H. pylori.

Se consider6 paciente no infectado con reporte previo de patologia, cultivo, prueba de aliento y
serologia negativos para H. pylori.

Se recabaron todas las biopsias en laminillas en el departamento de Patologia Pediatrica del
Hospital de Pediatria del CMNSXXI, las cuales contaban con tincién de hematoxilina y eosina y
fueron analizadas por patélogo experimentado desconociendo el reporte previo y los resultados
de los demas estudios corroborando la presencia de H. pylori en 25 biopsias y la ausencia de la
bacteria en 25 biopsias. El resto de las laminillas mostraron material dafiado que no permitieron
visualizar adecuadamente las caracteristicas tisulares a evaluar. No se determind la
concordancia inter e intraobservador. Después de analizar las 50 biopsias por el servicio de

patologia se continla su estudio en la Unidad de Investigacion de enfermedades infecciosas y
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parasitarias del Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI en donde se realizo el estudio de

inmunohistoquimica con sistema peroxidasa-antiperoxidasa.

1)

4)

En cada una de las biopsias se bloque6 la actividad endogena de la peroxidasa con
agua oxigenada (H202 al 3%. Después se unieron con suero de cabra al 1.5% en
albumina sérica bovina al 3.5% durante 60 min, se lavaron por 5 veces con PBS ph 7.4,
posteriormente a las 50 biopsias (25 infectadas y 25 no infectadas) se les agregd un
anticuerpo anti-HBD-2 policlonal de cabra (Santa cruz biotechnology) a una dilucién
1:200 (anticuerpo primario), se incubo a 4° C durante toda la noche al dia siguiente, se
le agregd un anticuerpo anti-cabra biotinilado, (anticuerpo secundario) posteriormente se

adicioné un complejo avidina-peroxidasa por 30 minutos a 37°C (Bajal-Elliott., 2002).

Una vez adicionado el sustrato (3-3'-diaminobencidina) y desarrollado el color, la
tincion se contrastd con hematoxilina y se calculé el area de deteccion de la HRD-2 en
200 u de la biopsia gastrica evaluada con la ayuda de un programa para analizar

imagenes (Image-Pro plus vers 6.3, conectado a un microscopio Olympus MP).

Se escogieron de manera aleatoria 3 campos de alto poder para cada biopsia. La
tincion en color café en la superficie del epitelio gastrico se considerd tincion positiva
para HBD-2, la densidad de la tincién de cada biopsia se midié en pixeles/200u de tejido
evaluado por un analizador de imagenes de densidad dptica. Los resultados de
densidad de deteccion de las HBD-2 se cuantifico en unidades IOD  (pixeles/200u).
Se realiz6 como control positivo conocido biopsias de piel previamente almacenadas en

el laboratorio de la unidad de enfermedades infecciosas y parasitarias del CMNSXXI.
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5)

El resultado de la graduacion de las HBD-2 de cada biopsia se correlaciond con el
parametro histolégico de Sydney, segun fue el caso:
a) Actividad Neutrofilica: Grados del 0 al 3. Su presencia se gradu6 segun lo establecido
en la clasificacion de Sydney en 0:nada, 1: leve, 2: moderado, 3: intenso.
b) Actividad de Mononucleares : su presencia se gradud segun lo establecido en la
clasificacion de Sydney en 0: nada, 1: leve, 2: moderado, 3: intenso.
c) H. Pylori : Su presencia (expresion) se gradud segun lo establecido en la clasificacion

de Sydney en 0:nada, 1: leve, 2: moderado, 3: intenso.
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10. Analisis Estadistico

La evaluacion de las diferencias en la expresion de HPD-2 en biopsias infectadas y no
infectadas se realiz6 con la prueba de Mann-Whitney, el Infiltrado de PMN y expresién de HBD-2,
el Infiltrado de MN y expresién de HBD-2, Grado de colonizacidn y expresion de HBD-2 se realizo
con Kruskal-Wallis test. La prueba de Spearman se utilizo para evaluar la correlacién entre la
intensidad de la inflamacion y la expresion de de H. pylori con el grado de expresion de la HBD-
2. El andlisis estadistico se realizd mediante programas computaciones SPSS version 17 y
Graph Pad Prism 6.01.
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11. Resultados.

La expresion de HBD-2 se observé en 8 de las biopsias de las 25 muestras no infectadas y en
22 de las 25 infectadas. En el grupo de las no infectadas estuvo ausente la inflamacién por
actividad neutrofilica (PMN), mientras que en las infectadas predomind la inflamacién con
actividad neutrofilica moderada en un 52% y actividad de mononucleares moderada en un 52%.
(Tabla1y2)

En el grupo de las biopsias infectadas con expresion de HBD-2 se encontr6 una actividad
inflamatoria de mononucleraes leve de 24%, moderada de 40% y severa de 20%. Ademas de
una actividad inflamatoria de neutréfilos leve de 24%, moderada de 48% y severa de 16%.
(Tabla 3)

La expresion de HBD-2 fue significativamente mas alta en las biopsias de las muestras
infectadas en comparacién con los no infectadas (p<0.001) por la prueba de Mann-Whitney.

La expresién de la HBD-2 se relaciono significativamente con el grado de expresion de H.
pylori - (p<0.001) e inflamacion por polimorfonucleares (p<0.001) y mononucleares (p<0.001)
segun la prueba de Kruskal-Wallis.

La correlacién entre la expresidn de HBD-2 con la expresion de H. pylori y la correlacién entre la
expresion de HBD-2 con los grados de inflamacién fueron estadisticamente significativa (rho=0.6)

segun la prueba de Spearman. (Fig 1 a 6).
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11. DISCUSION

La inmadurez del sistema gastrointestinal en los nifios le confiere diferentes caracteristicas a la
del adulto, ademas que la prevalencia en nuestro pais de H. pylori en los primeros es elevada.
Motivo por lo cual nosotros nos propusimos la tarea de establecer una correlacion entre la
respuesta inmune innata (HBD-2) vy la infeccion de H. pylori a nivel gastrointestinal en
pacientes pediatricos (2,3)

Estudios recientes han demostrado que los adultos infectados por H. pylori expresan niveles
elevados de a y B defensinas, los cuales son reducidos de manera importante después de
completar un tratamiento de erradicacién para la infeccion. Ademas de que el mRNA de las
HPBD-2 es inducido en respuesta a agentes infecciosos que no siempre son H. pylori.

El rol de las defensinas en la erradicacion de H. pylori es controversial. Algunos estudios han
sugerido que los altos niveles de a y [ defensinas en pacientes con gastritis cronica activa
indican que estos péptidos no son suficientes para erradicar H. pylori. Asi mismo se ha
propuesto que las cepas de H. pylori que causan una gastritis cronica activa son menos
susceptibles a esos péptidos. Aunque nosotros no evaluamos en conjunto la expresion de las a
y B defensinas, si encontramos una expresion de correlacion entre la presencia de H. pylori, el

grado de inflamacion y la expresion de las HBD-2 en nifios (4,7, 21, 29)

En este estudio nosotros detectamos la expresion de las HBD-2 en 88% de los casos positivos
para H. pylori. Esto demuestra, al igual que en los pacientes adultos, que la infeccion por H.

pylori activa la expresion de estos péptidos en nifios con gastritis cronica (7). Hemos observado
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también que la actividad neutrofilica y la inflamacion cronica fue significativamente mas severa
en las biopsias de los pacientes con presencia de HBD-2 . Fundamentando segun lo referido por
Bajai y colaboradores quienes observaron una la alta correlacion entre la expresion de las HRD-
2y los complejos intestinales epiteliales Toll/ interleucinas como precursores de la inflamacion
(13).

Existen algunas limitaciones en el presente estudio. La evaluacion de las biopsias aunque fue
realizada por un histopatélogo experto, no deja de ser una evaluacion subjetiva, y
semicuantitatva y esta sujeta a discordancia inter-observador y reducir la significancia
estadistica. Existen otras variables ademas de H. pylori, que también pueden inducir la expresion
de las HBD-2 como la interleucinas, presentes en la mucosa gastrica, las cuales no fueron
determinadas. A pesar de estas limitaciones nosotros encontramos un gran diferencia
significativa entre la expresion de las HBD-2 y los casos positivos y negativos de H. pylori.
Sugiriendo para estudios posteriores la optimizacion de recursos para la realizacion la medicion
de las concentraciones de HBD-2 por PCR obteniendo una apreciacién mas objetiva de su
expresion.

En conclusion, asi como en los adultos, la expresion de la HBD-2 se encuentra altamente
asociada a la colonizacién por H. pylori en relacién con una moderada o severo grado de
inflamacién en la mucosa gastrica. Por lo tanto la expresion de la HBD-2 puede participar en la

respuesta inmune inmediata en la infeccion de H. pylori en los nifios.
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Tabla 1. Relacion entre el grado de actividad de Mononucleares y la densidad
de H. pylori en las biopsias gastricas de pacientes pediatricos con dolor
abdominal recurrente.

H. pylori
Actividad de Mononucleares Nada Leve Moderada Intensa  Total
Sin inflamacién crénica - 1 - - 1
Inflamacion crénica leve - 4 3 - 7
Inflamacion crénica moderada - 4 8 - 12
Inflamacion crénica intensa - - 2 3 5
Total 0 9 13 3 25

Tabla 2. Relacion entre el grado de actividad neutrofilica (inflamacién activa) y
la densidad de H. pylori en las biopsias gastricas de pacientes pediatricos con
dolor abdominal recurrente.

H. pylori
Actividad Neutrofilica Nada Leve Moderada Intensa Total
Sin Actividad neutrofilica - - - - -
Actividad neutrofilica leve - 6 1 - 7
Actividad neutrofilica Moderada - 3 11 - 14
Actividad neutrofilica Intensa - - 1 3 4
Total 0 9 13 3 25
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Tabla 3. Relacion de la expresion de la HBD-2 con los parametros histologicos (Mann-Whitney)

Positivas para HBD-2 Negativas para HBD-2 p
Negativas a H. pylori (n=25) 8 17
Infiltracién Mononucleares
Nada 2 3
Leve 6 14
Moderada - -
Severa - - <0.001
Positivas a H. pylori (n=25)
Leve 7 2
Moderada 12 1
Severa 3 - <0.001
Infiltracion Mononucleares
Nada 1 -
Leve 6 1
Moderada 10 2
Severa 5 - <0.001
Infiltracién Neutréfilos
Nada 0 -
Leve 1
Moderada 12 2
Severa - <0.001
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Tabla 4. Relacién de la expresion de la HBD-2 con los parametros histologicos (Sydney) en
biopsias con H. pylori negativas ( serologia, UBT, cultivo negativos para H. pylori)

Folio de Biopsias Grado de Colonizacion por HBD-2 (IOD)  Mononucleares
609-01-3 0 1
367-96-3 29 1
1225-96-3 0 1
1774-99-3 0 0
606-99-3 0 1
221-99-3 0 1
1286-00-3 0 1
1222-002 60 0
559-00-3 0 0
445-00-3 79 0
623-00-3 63 1
367-00-3 0 1
1441-00-3 7 1
760-01-3 58 1
801-01-3 0 1
731-01-3 0 1
609-01-3 0 1
205-01-3 0 1
449-00-3 0 1
473-01-3 0 0
609-01-3 0 1
632-00-3 0 1
686-99-3 90 1
670-96-3 58 1

1948-99-3

o
_




Tabla 5. Relacion de la expresion de la HBD-2 con los pardmetros histoldgicos ( Sydney) en
biopsias con H. pylori positivas.

Folio de Biopsias  Grado de Colonizacion ~ Mononucleares  Neutrdfilos  H. Pylori

Por HRD-2 (IOD)
1380-95-3 59 1 1 1
825-95-3 140 2 1 2
1721-97-3 190 2 2 2
843-98-3 98 2 2 1
2046-99-5 240 3 2 2
515-00-3 50 1 1 1
1021-00-3 0 1 1 1
168-00-3 73 3 3 3
1001-00-3 157 3 3 3
579-00-3 29 2 1 1
328-00-3 0 2 2 1
1564-00-3 175 3 2 2
166-00-3 73 2 2 2
1020-00-3 62 1 1 1
166-00-3 73 2 2 2
188-00-3 0 2 2 2
802-01-3 38 2 2 2
173-01-3 63 2 1 1
902-02-3 77 2 2 2
328-00-3 79 1 3 2
898-96-3 109 1 2 2
1063-01-3 94 3 3 3
1726-97-3 35 1 2 2
1910-97-3 58 2 2 2
2087-97-3 94 0 2 1
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Fig 1. Expresion de BD2 en ninos infectados
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Figura 1. Relacion entre la expresion de HBD-2 en nifios infectados y no
infectados por H. pylori : pixeles por 200 um de tejido. (N = 50)
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Fig 2. Grado de colonizacion y expresion de BD2

Figura 2. Relacion entre el grado de colonizacién por H. pylori y la
expresion de HBD-2 en las biopsias gastricas de pacientes pediatricos con
dolor abdominal recurrente. Grado de colonizacion 1:leve, 2:moderada,
3:intensa. Expresién de HBD-2: pixeles por 200 pym de tejido (N = 50)
Mediana Kruskal-Wallis
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Figura 3. Relacion entre el grado de infiltracion de Mononucleares (MN) y
la expresion de HBD-2 en las biopsias gastricas de pacientes pediatricos
con dolor abdominal recurrente. Grado de infiltracion 1:leve, 2:moderada,
3:intensa. Expresién de HBD-2: pixeles por 200 um de tejido (N = 50)
Mediana. Kruskal-Wallis
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Imagen 1. Expresion de la HBD-2 en relacién a el infiltrado inflamatorio en
biopsias con H. pylori.
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Fig. 4 Infiltracion de PMN

Figura 4. Relacién entre el grado de infiltracion de Polimorfonucleares
(PMN ) o neutrdfilos y la expresion de HBD-2 en las biopsias gastricas de
pacientes pediatricos con dolor abdominal recurrente. Grado de infiltracion
1:leve, 2:moderada, 3:intensa. Expresion de HBD-2: pixeles por 200 ym de
tejido (N = 50) Mediana. Kruskal-Wallis
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